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OZET

FARKLI PATATES (Solanum tuberosum L.) CESITLERINDEN AFINITE
TEKNIiGI ILE SAFLASTIRILAN POLIFENOL OKSIiDAZ ENZIMLERININ
TERMAL DENATURASYONU
YUKSEK LiSANS TEZI
MEHTAP CEREN CAN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIiMYA ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. OKTAY ARSLAN)
(ES DANISMAN:OGR. GOR. DR. ADEM ERGUN)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2022

Patates yumrular1 (Solanum tuberosum L.), diinya genelinde yaygin olarak tiiketilen en
onemli besin kaynaklarindan birisidir. Bu ¢alismada Agria, Bamba, Marabel, Medeleine ve
Melody'den PPO enzimleri, Sepharose 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit jeli kullanilarak
afinite kromatografisi yontemi ile saflagtirnllmistir. Enzimlerin katalitik glgleri saptanmis
ve termal denatiirasyon kosullari aragtirilmigtir. Ayrica s6z konusu kaynaklardan elde
edilen enzimler icin Vimax Ve Km degerleri, Linewear-Burk yontemi ile belirlenerek katalitik
gucleri hesaplanmistir. Agria PPO enziminin katekol substratina karsi afinitesinin diger
enzimlere gore ¢ok daha yliksek oldugu saptanmistir. Ancak Medeleine PPO enziminin
katalitik gicunun diger tim tiirlere gore yiikksek oldugu bulunmustur. Son olarak
caligmamizda, enzimlerin termal denatiirasyonu arastiritlmis ve 85 °C'de 20 dakika sonra
enzimlerin tamamen inaktive oldugu saptanmistir. Ayrica ¢alisilan tiim sicakliklarda ilk 10
dakika sonucunda enzimlerin aktivitelerinde 6nemli kayiplar tespit edilmistir.

Arastirmamizda elde edilen sonuglarin, endiistri i¢in uygun patates yumrularinin se¢imi ve

onemli bir sorun olan enzimatik kararmanin Onlenmesi konusunda Onemli katkilar
saglayacagi diigiincesindeyiz.

ANAHTAR KELIMELER:Afinite kromatografisi, polifenol oksidaz, patates yumrulari,
termal denatiirasyon

Bilim Kod / Kodlar1 :20104 Sayfa Sayis1 :49



ABSTRACT

THERMAL DENATURATION OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYMES
PURIFYED BY AFFINITY TECHNIQUE FROM DIFFERENT POTATO (Solanum
tuberosum L.) VARIETIES
MSC THESIS
MEHTAP CEREN CAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY
(SUPERVISOR:PROF. DR. OKTAY ARSLAN)
(CO-SUPERVISOR: OGR. GOR. DR. ADEM ERGUN)

BALIKESIR, JUNE - 2022

Potatoes tubers (Solanum tuberosum L.) are one of the most important food sources widely
consumed around the world. In this study, PPO enzymes from Agria, Bamba, Marabel,
Medeleine and Melody were purified by affinity chromatography method using Sepharose
4B-L-tyrosine-p-amino benzoic acid gel. The catalytic activities of the enzymes were
determined and thermal denaturation conditions were investigated. In addition, the Vmax
and Km values for the enzymes obtained from these sources were determined by the
Linewear-Burk method and their catalytic activities were calculated. It was determined that
the affinity of the Agria PPO enzyme against the catechol substrate was much higher than
the other enzymes. However, the catalytic activity of the Medeleine PPO enzyme was
found to be higher than all other species. Finally, in our study, thermal denaturation of
enzymes was investigated and it was determined that the enzymes were completely
inactivated after 20 minutes at 85 °C. In addition, significant losses were detected in the
activities of the enzymes as a result of the first 10 minutes at all temperatures.

We think that the results obtained in our research will make important contributions to the
selection of potato tubers suitable for industry and the prevention of enzymatic browning,
which is an important problem.

KEYWORDS:Affinity chromatography, polyphenol oxidase, potato tubers, thermal
denaturation
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1. GiRiS

Patates (Solanum tuberosum L.), diinya ¢apinda 100-180 farkl tiirii ve binlerce ¢esidi ile
diinyanin ana besin kaynaklarindan biridir. Kisa biliylime siireleri ve kullanim
potansiyellerinin yani sira farkli iklim kosullarina uyum saglama yetenekleri nedeniyle
160’tan fazla iilkede yetistirilen diinyanin en popiiler gida maddelerindendir. Tirkiye’de
patates ekimi 1872’den beri resmi olarak tesvik edilmektedir ve 2012 yilinda yaklasik 4.8
milyon tonluk iiretim ile Ortadogu’nun iran’dan sonra en buyik Ureticisi durumunda
oldugu bildirilmektedir. Patates yumrulari, nisasta, proteinler, askorbik asit, karbohidratlar,
mineraller, vitaminler ve lif igerigi ile saglikli bir besin maddesi olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Bu nedenle aclik sorunu yasayan iilkeler i¢in 6nemli bir enerji kaynagi olustururken, diger

tilke insanlar1 i¢in saglikli bir besin olarak 6nemini stirdiirmektedir [1-4].

Patateslerin yiiksek kalite ve besinsel avantajlarinin yani sira esansiyel amino asit indeksi
nedeniyle gida bileseni olarak islev gorebilecek proteinler igerdigi bilinmektedir. Bu
proteinler alerjik olmadig1 gibi gliiten igermemektedir. Bu nedenle peynir ve meyve sulari
gibi her zevke uygun gida iriinlerinin imalatinda kullanilabilecek potansiyele sahiptir.
Patatin, proteaz inhibitorleri ve yiuksek molekiil agirlikli proteinler olmak iizere ii¢ grup
patates proteini vardir. Patateslerin protein icerigi, tazeyken yaklasik % 2 olmasina ragmen
kurutma islemi sirasinda bu miktarlar artmaktadir. Kurutulmus patateslerdeki toplam

protein igerigi, yiiksek besin kalitesine sahip tahillar ile esdeger oldugu saptanmustir [4].

Patates Uretiminden kaynaklanan atiklarin ¢ogu, islenmis patateslerin kabuklar1 ve zarar
gbormiis patateslerden olusur. Bu atiklar agirlikli olarak hayvan yemi veya biyoyakit tiretimi
icin kullanilmaktadir. Ancak biiylik oranda degerli bilesikler icermeleri, biyoekonomi
prensipleri dikkate alindiginda eczacilik, gida iiretimi, ila¢ uygulamalarinda kullanilmasini
miimkiin kilmaktadir (Biyoekonomi, mevcut pazar igin yeni ve katma degerli iiriinler
ortaya ¢ikarmak i¢in yerel kaynaklarin rasyonel ve etkin kullanimini analiz eden bilime

dayali bir yontemdir) [4].

Islenmis meyve sebze tiketimi, pratikligi ve cekici duyusal ve besleyici 6zellikleri
nedeniyle son yillarda 6nemli 6l¢iide artmistir. Ancak, taze kesilmis meyve ve sebzeler ¢ok
cabuk bozulur. Bu nedenle, pazarlama siiresi yaklasik 7-20 giin ile sinirlidir. Daha uzun

stre drdndn kalitesini korumak igin ¢esitli kimyasal islemlerin kullanilmasi, bu tiir



{iriinlerin bagarili ticari dagitimi igin ana stratejilerdir. Islenmis meyve ve sebzelerin
kalitesi ve raf Omri, sebze veya meyve hammaddesinin fizyolojik, biyokimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelliklerine baghdir [5], [6].

Minimum diizeyde islenmis tirlinler arasinda en popiileri patatestir. Hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde yasam tarzi degisikliginin bir sonucu olarak ¢ogu iilkede patates
kizartmasi ve cips gibi patates liriinlerinin tiiketimi artmaktadir. Genel olarak zevkli tatlari
ve dokular1 nedeniyle, diinya ¢apinda cok sayida tiiketici tarafindan begenilmektedir.
Niifusun geng iiyeleri gogunlukla kentsel alanlarda daha fazla tercih etmektedir. Ustelik bu
tiriinler kendi yemeklerini hazirlamayan geng nesiller i¢in de uygundur [6]. Patateslerin
islenmesi sirasindaki en O6nemli degisiklik olan enzimatik kararma, {irliniin kalitesi
Uzerinde en buyik etkiye sahiptir. Tlketici icin belirleyici bir kalite indeksi olan goérsel
cekicilik, temel problemlerden birisidir. Enzimatik kararma, {irliniin gorsel ¢ekiciligi
azaltmanin yansira besinsel 6zelliklerinin diismesine de neden olmaktadir. Bu nedenle

enzimatik kararma konusuna odaklanmis ¢ok sayida ¢aligmaya rastlamak mumkuandar [5],
[7-9].

Islenmis meyve ve sebzelerde enzimatik kararmanm ana nedeni melanin olusumudur.
Melaninler, fenollerin oksidasyonu sonucu olusan reaktif bilesiklerin, proteinlere ya da
karbohidratlara baglanarak yiliksek molekiil agirlikli kahverengi, kirmizi ve siyah
bilesikleri kapsamaktadir. Fenollerin oksidasyonunu Katalizleyen polifenol oksidaz,
melanin olusumuna neden oldugundan dolay1 enzimatik kararmanin baslica sorumlusudur.
Bu nedenle meyve ve sebzedeki PPO miktar1 ve 6zellikleri konusunda yapilan ¢aligmalarin

enzimatik kararmay1 6nlemede onemli katkilar saglayacagi agiktir [5], [7-9].

Polifenolik bilesikler, patatesler de dahil olmak iizere ¢ok sayida bitki tliriinde bulunan
sekonder metabolitleridir. Fenolik bilesiklerin oksidasyon iiriinleri, bakteriler, mantarlar ve
viriisler gibi bir¢ok patojenlere karst bitkilerin savunmasinda 6nemli fonksiyonlara sahip
oldugu bilinmektedir. Polifenol oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu olusan
polimerizasyon iirlinleri, tipki insanlarda fibrin kan pihtisina benzer sekilde bitki ylizeyini
kapatmaya 6nemli katkilar saglar. Ancak hasat sonras1 bu polimerizasyon tirlinleri, gidanin

lezzet, renk ve besin kalitesinin bozulmasina neden olur [10], [11].



Bu istenmeyen reaksiyonlarin disinda PPO enzimi, cesitli endiistrilerde olusan atik
sulardan fenollerin uzaklastirilmast ve ekmek, kuru meyve, ¢ay, kakao, kanola kiispesi ve
kahve tiretiminde kalitenin korunmasi gibi ¢esitli sahalarda uygulama alan1 bulmustur.
PPO’nun yiiksek substrat spesifikligi, ¢cok etkili biyosensor tasarimlarina izin vermektedir.
Ayrica PPO tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu olusan katekoller, birgok kimyasal
ve farmasotik bilesigin sentezi ig¢in anahtar role sahip maddelerin olmasi, bu enzimin

O6nemini daha da artirmaktadir [9], [10].

Doku hasar gordiigiinde, hem PPO’nun bulundugu hiicresel kompartman olan plastidlerin
yirtilmasi, hem de fenolik bilesiklerin bulundugu vakuoliin pargalanmasi, fenollerle
enzimin temasini saglamaktadir. PPO aktif bolgesi, iki bakir atomundan olusur ve enzim
molekiiler oksijen varhiginda oksidasyon reaksiyonunu katalizleyerek melanin olusumuna

neden olur [9-14].

Enzimatik kararmanin Onlenmesi temel olarak, PPO ve katalizledigi reaksiyonla ilgili
faktorlerin kontrol edilmesi ile gerceklesir. PPO enzimini inhibe etmek, reaksiyondaki iki
substrattan birini ortamdan uzaklastirmak, olusan kinonlarin melanin olusumunu
engellemek gibi bir¢cok yolla enzimatik kararma Onlenebilir. Patates ¢esidinin segimi,
enzimatik kararma reaksiyonunun etkisini veya kararmay1 onleyici islemlerin etkinligini de
azaltabilir. Ornegin, Agria, Marabel, Arinda veya Marable cesitleri, minimum diizeyde

islendiklerinde kararmaya karsi en direngli olduklari bilinmektedir [12—15].

Patatesteki kararma reaksiyonlar1 sadece gorsel kaliteyi azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda
besin maddelerinin kaybina ve lezzetin bozulmasina neden olarak tiiketici tarafindan tolere
edilebilirligin azalmasina ve 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle,
depolama veya isleme sirasinda patatesi oksidasyona karsi koruma, proseste oncelikli bir

endise konusu haline gelmektedir [12—-15].

Yuksek lisans tezi kapsaminda farkli patates gesitlerinde polifenol oksidaz aktivitesinin
nasil degistigi saptanacaktir. Ayrica arastirma grubumuz tarafindan tasarlanan afinite jeli
kullanilarak bazi patates gesitlerinden, PPO’larin saflastirilmasi gergeklestirilecektir. Son
olarak enzimlerin 1s1l islemlere karsi davranislari incelenecektir. Arastirmamizdan elde
edilen sonuglarin, endiistri i¢in bu acidan dogru patates ¢esidinin se¢ilmesine ve enzimatik

kararmanin dnlenmesine 6nemli katkilar saglayacagi diisiincesindeyiz.



1.1 Polifenol Oksidazlar ve Kararma

1.1.1 Polifenol Oksidaz Enziminin Biyokimyasal Ozellikleri

Fenolik substratlarin PPO’lar tarafindan o-kinonlara doniistiiriilmesi, iki oksidasyon
asamas1 ile gergeklesir. Ilki, mevcut bir hidroksil grubuna komsu orto-pozisyonun
hidroksilasyonudur. Buna “monofenol oksidaz” veya “monofenolaz” aktivitesi, ayrica
hidroksilaz veya kresolaz aktivitesi de denilir. Ikinci asamada ise, o-dihidroksibenzenlerin
0-benzokinonlara oksidasyonudur. Bu asamaya da “difenoloksidaz” veya “difenolaz
aktivitesi”, ayrica katekolaz veya oksidaz aktivitesi de denilir. Ilgili reaksiyon semalari,

sekil 1.1’ de gosterilmistir [16], [17].
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Sekil 1.1:Enzimatik kararma siirecinin sematik olarak gosterimi.

Substrat spesifikligi ve etki mekanizmalarina bagli olarak, PPO’lar: tirozinazlar, katekol
oksidazlar ve lakkazlar olmak tiizere ii¢ farkli tipte smiflandirilir. Tirozinazlar, hem
kresolaz hem de katekolaz aktivitelerine sahiptir [18]. o-difenoloksidazlar olarak da bilinen
katekol oksidazlar, o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu katalize ederler. Son olarak,
lakkazlar ise, radikalik mekanizma ile genis bir aromatik bilesik yelpazesini ylikseltgeme

reaksiyonunu katalizlerler [19].

PPO’lar, fizikokimyasal 6zellikler [17], [20] agisindan kapsamli bir sekilde incelenmistir.
PPO izoenzimleri, elektroforetik hareketlilikleri, optimum sicakliklari, optimum pH’lar1 ve
substrat spesifikligine gore farkli sekiller de siniflandirilmistir [21], [22]. PPO aktivitesi,
gerek substratlarin baglanmasi ve gerekse kataliz isleminde ortamin pH’ina bagli oldugu
saptanmustir [23], [24]. Genel olarak, PPO’larin optimum pH’1 4.0 ile 8.0 arasinda degisir.
Birka¢ Prunoideae’de (badem, kayisi, seftali ve erik), PPO’lart pH 5.0 civarinda
maksimum aktivite gosterdikleri bulunmustur [25]. Benzer sekilde, elma PPO’lar1 4.5 ile

5.0 arasinda bir optimum pH'a sahiptir [26]. Kiraz ve ¢ilek PPO’lari, yaklasik 4.5 gibi



[25-27] dar bir aralikta optimum pH’a sahip oldugu belirlenmistir. Otsu firiinlerle ilgili
olarak, patates ve bugday PPO’larinin, enzim-substrat kompleksinin iki farkli iyonizasyon
durumu nedeniyle iki optimum pH’a sahiptirler (patates PPO’su 4.5 ve 5.0; bugday PPO’su
5.3 ve 6.9) [28], [29]. Tath patateste, iki farkli PPO izoformu, biri pH 5.4 ve digeri 6.7’de
olmak iizere farkli optimum pH’lara sahip oldugunu gosteren ¢alismaya rastlanmistir [30].
Marul PPO’lar1 5.0 ile 8.0 arasinda genis bir optimum pH’a sahipken [31], ispanak
PPQO’larinin 8.0 civarinda optimum pH’a sahip olduklari bulunmustur [32].

Sicaklik, oksijenin ¢oziiniirligiinii etkiledigi ve enzim denatiirasyonuna yol agabilecegi
icin PPO’nun katalitik aktivitesini dnemli 6l¢iide etkileyen bir diger faktordiir [23-27].
Optimum PPO sicaklik araligi, farkli bitki kaynaklarma gore degisir. Ornek olarak; marul
PPO’su 25-35°C, uzim PPO’su 25-45°C ve zeytin PPO’su 30-50°C seklindedir [24],
[31-35]. Cilek ve salataliktan elde edilen PPO’larm 50°C’de maksimum aktivite
gosterdikleri bulunmustur [28], [36]. Uziim PPO’lar1, 65°C’de 20 dakika sonra yaklasik %
50’lik bir aktivite azalmasi ve 75°C’de 15 dakika sonra tam bir inaktivasyon gosterdikleri
tespit edilmistir [24]. 60°C’de elmadan elde edilen PPO’larin yarilanma omriinin 30

dakika oldugunu gosteren galismaya rastlanmistir [26].

1.1.2 Gida Uriinlerinde ve Islenmesinde Enzimatik Kararma

Kararmanin, elma [37], muz [38], salatalik [28], Gzim [39], mango [40], armut [41],
seftali, kayis1 [25], marul [31], patates [28] ve tahillar [42], [43] gibi bir¢ok tarimsal
tirtinlin ticari degerini olumsuz yonde etkiledikleri bilinmektedir. Bunun yaninda, Siyah ¢ay
[42], kahve [44] ve kakao [45] gibi iiriinlerin islenmesinde kaliteyi olumlu yonde etkileyen

aromatik bilesiklerin olustugu saptanmistir.

PPO aktivitesi ve fenolik bilesikler, kaynaklara gore farklilik gosterdigi igin farkli
triinlerde farkli sekilde kararma gercgeklestigi bilinmektedir. Katekin, {izim ve c¢aydaki
[42], [44-46] baglica fenolik substrat iken klorojenik asitin elma [38], patates [28],
aycicegi [47], tatli patates [30], [48] ve patlicanda [49] bol miktarda bulundugu
saptanmigtir. Son olarak katekin, epikatekin ve kafeik asit turevleri, bircok meyve

PPQO’sunun ortak substratlari oldugu belirlenmistir [50].

Kararma, enzimatik ve enzimatik olmayan oksidasyon seklinde gerceklesebilir. Her ikisi

de o-kinonlarin olusumuna sebep olurlar [51]. Genel olarak, prosiyanidinler ve monomerik



katekinler, diger fenoliklere gére daha yiiksek kararmaya sebep olur [52]. Bugdayda ki,
PPO’larmn kepekli un [53], hamur [42], [54], eriste gibi ¢esitli son iriinlerin kararmasindan

sorumlu oldugunu gosteren ¢alismalara rastlanmistir [55], [56].

1.1.3 Enzimatik Kararmanin Onlenmesi icin Teknolojik Stratejiler

Gida endiistrisi tarafindan enzimatik kararmay1 6nlemek veya smirlandirmak icin birgok
stratejiler vardir. Bunlardan; inhibitorlerin kullanimi, ortam kosullarini PPO aktivitesini
azaltacak sekilde degistirme ve modifiye atmosferin kullanimi da dahil olmak iizere gesitli
uygulamalar yapilmaktadir. Tim bu yontemler tek basina veya kombinasyon halinde
kullanilmaktadir [57]. Indirgeyiciler (Askorbik asit ve siilfitler), selatlayicilar (EDTA),
asitler (sitrik asit ve malik asit) ve kompleks olusturucu bilesikler (siklodekstrinler) gibi
farkli etkili kimyasal inhibitorler, o-kinonlarin birikmesini Onleyerek veya stabilite
olusturarak melanin olusumunu engelledikleri bilinmektedir [17], [57], [58]. Sodyum
slfit, bisulfit ve metabisulfit disiik fiyatlart nedeniyle meyve ve sebze isleme
endustrisinde bu amagcla yaygin olarak kullanilmaktadir [57-59]. Bununla birlikte, saglik
tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle bazi iilkelerde [25], [60] ticari kullanimlar
yasaklanmistir  [61]. Alternatif olarak askorbik asit ve 4-heksilresorsinol siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica siklodekstrinlerin, patates ve meyve sularindaki enzimatik

kararmanin 6nlenmesinde umut verici bir islem oldugu saptanmustir [62], [63].

Is1, dehidrasyon, 1sinlama ve yiiksek basing gibi fiziksel islemler, kararmay1 en aza
indirmek igin diger bir strateji olarak kullanilmaktadir [64]. Buhar, sicak su, asit ya da
tuzlu su c¢ozeltileri ve mikrodalga ile agartma islemleri de enzimatik kararmanin
onlenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [65], [66]. Ancak, PPO’larin aktivasyon
derecesini ve son iirlinlerin kalitesi tizerindeki etkisini dengelemek igin 1s1l islemlerin

stiresi ve sicaklik derecesi dikkatli bir sekilde ayarlanmasi gerektigi bildirilmektedir [67].

Enzimatik kararma reaksiyonu, oksijen gerektirdiginden islenmis meyve ve sebzelerin
diisiik gecirgenlige sahip spesifik filmlerle sarilmasi enzimatik kararmay1 biiylik dlciide
Onleyecegi disiliniilmektedir. Bu sayede bu iiriinlerin raf émriiniin uzatilmasi saglanacaktir

[67].



1.1.4 Polifenol Oksidaz Enziminin Fizyolojik Onemi

Enzimatik kararmanin ticari énemi nedeniyle bu olayin baslica sorumlusu olan PPO’lar
tizerinde kapsamli arastirmalar yapilmistir [26-31], [33], [34]. Bununla birlikte, bitki
fizyolojisindeki rolleri hakkinda literatiirde oldukc¢a smnirli ¢alismalar vardir. Birgok
calismada, PPO aktivitesi ile bitkinin streslere karsi dayanikliligi arasinda pozitif bir
korelasyon saptanmistir. Ornegin, PPO aktivitesi yiiksek patates gesitlerinin, hastaliklara

kars1 direncinin diger cesitlere gore ¢ok daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Bitkilerdeki PPO’larin koruyucu fizyolojik roliinii gdsteren dogrudan kanitlarda elde
edilmistir. Li ve Steffens [68], PPO aktivitesi yiiksek bir patates ¢esidinin Pseudomonas
syringaepv'ye karst direncinin yiiksek oldugunu rapor etmistir. Aksine, antisens PPO
cDNA ile transforme edilmis bitkilerde, PPO aktivitesinde 6nemli bir azalma ve bunun

sonucu olarak, hastaliklara karsi duyarliliginin artmasiyla sonuglandig1 saptanmistir [68].

PPO’larin bu etkiyi nasil gosterdigi hakkinda farkli mekanizmalar ileri siiriilmiistiir.
Bunlardan en 6nemlileri; kinonlarin dogrudan toksititesi, patojenlere karsi biyoyararliligin
azaltilmasi, kinonlarin protein veya diger fenoliklerle capraz baglanmasi sonucu fiziksel
engeller olusturmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu seklinde 6zetlenebilir

[69].

1.1.5 Polifenol Oksidazin Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Farkli organizmalar arasindaki PPO’larin, amino asit sayis1 (yaklasik 300-700 civarinda)
ve dolayisiyla ii¢ boyutlu yapilarmin ¢ok yiiksek oranda degistigi goriilmektedir [70].
Ancak, yapilarinin ¢ok farkli olmasina ragmen C-terminal ve N-terminal kisimlarini da
iceren benzer domeinlere sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir. Birgok PPO enzimi yiiksek
oranda saflastirilip kristal yapilar1 agiklanmistir. Ik defa aydinlatilan 1. batatas katekol
oksidaz enziminin kristal yapis1 sekil 1.2’de gosterilmistir. Aktif bolge, her biri ¢ histidin
reziduisu ile koordine edilen iki bakir iyonu ile karakterize edilir. S6z konusu histidinler,
PPO’lar ve bakir enzimlerinde dort alfa sarmal yapilar ile ¢evrelenmistir [71]. Aktif bolge
civarindaki kritik rezidiiler, substrat spesifikligin de ve Kkatalizde vazgecilmez
fonksiyonlara sahiptir. Diger bir kritik yapi, bir sistein rezidlst ve bir bakir iyonu ile

koordine olan histidin arasinda meydana gelen bir tiyoeter kdpriisiiniin varligidir [72].



Sekil 1.2: I. batatas katekol oksidaz enziminin kristal yapisi (2). S6z konusu enzimin aktif bélgesinin
detayl gosterimi (b). Bakir iyonlar1 kirmizi renkte, kritik histidin rezidileri mavi renkte
gosterilmistir[73].

PPO’larn etki mekanizmalart konusunda yapilan kinetik calismalarla desteklenmis birgok
strateji onerilmistir. Ozellikle o-fenollerin oksidasyonu reaksiyonu igin kinetik verilere
dayali olarak Garcia-Canovas [74] grubu tarafindan onerilen alternatif bir mekanizma sekil
1.3’te gosterilmistir. Oncelikle oksijen molekiilii histidin rezidiileri ile koordine olmus
bakir iyonlarina baglanarak oksi-PPO olugmustur. Daha sonra enzimin ikinci substrati olan
difenol yapisindaki molekiil, oksi-PPO ile koordine oldugu belirtilmektedir. Proton
transferi ile peroksit kopriisii kismen yikilmaktadir. Daha sonra elektron transferi ile olusan

peroksit ve kinon yapisinda tiriinlerin aktif bolgeden ayrildiklart goriilmektedir [74].
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Sekil 1.3: o-difenoloksidaz enziminin etki mekanizmasinin dzet gosterimi.

1.2 Enzim Kaynag Olarak Kullanilan Patateslerle Tlgili Genel Bilgiler

Patates, tiim enlemlerde ve farkli iklim kosullarinda ytizden fazla iilkede yetistirilir. Kuzey
Kutup Dairesi’ne yakin bolgelerden Giiney Amerika kitasinin giiney ucuna kadar hemen
her bolgeye yayilmistir. Patates, bir¢cok tlkenin yemek geleneklerinin vazgecilmez bir
bileseni ve tahillardan (muisir, piring ve bugday) sonra en ¢ok yetistirilen tiirdiir. Patates
titketimi, farkli iklim kosullarina iyi uyum saglamasi ve yiiksek besin degerine bagli olarak

daha kolay yetistirilmesi nedeniyle giderek artmaktadir [75], [76].

Patates, sadece insan beslenmesinde 6nemli bir karbohidrat kaynagi degil, ayn1 zamanda
mineraller, protein, vitaminler gibi saglikli diyette bulunmasi gereken bilesikler icinde
nispeten ucuz bir kaynaktir [76]. Ayrica patates, icerdigi biyoaktif maddeler ile de 6ne
cikmaktadir. Nitekim patatesin kabugunda ve etinde yliksek oranda fenolik asit,
antosiyanin ve karotenoid igerdigi rapor edilmistir [77]. Bu fotokimyasallarin, ateroskleroz
ve kanser gibi bir¢ok kronik hastaligin 6nlenmesinde dnemli bir rol oynadigini yapilan

kapsamli aragtirmalar ile gosterilmistir [78]. Gunlik yuksek tuketimi nedeniyle



patateslerin, portakal ve elmadan sonra insan diyetine en yuksek tgunct toplam fenolik

icerigi ile katki yaptig1 saptanmistir [79].

Patatesin faydalarinin yaninda bazi olumsuz etkileri de rapor edilmistir. Pismis patatesin en
hizli sindirilen nigastaya sahip oldugunu ve bunun insan viicudunda hizla emildigini ve
yiiksek tokluk kan sekeri seviyeleri ile sonuglandigini hem in vitro hem de in vivo olarak
saptanmistir.  Uzun siirede bu durum, obezite, tip 2 diyabet ve kardiyo vaskuler hastalik
dahil olmak tizere diyetle ilgili hastalik risklerinin artmasiyla iliskilendirilmistir [10].
Yiiksek glisemik indeks disinda, patateste bulunan alerjiye neden olan proteinler ve

glikoalkaloidler de insan sagligina zararli olarak kabul edilmislerdir [80].

Patates, c¢esitli ev pisirme kosullarindan etkilenebilecek bir¢ok mineral igerir. Su
eklenmemis ev tipi pisirme sirasinda patates mikro yapisinin tahrip olmasma ragmen
minerallerini 6nemli diizeyde korundugu belirlenmistir. Ancak su s6z konusu oldugunda,
mineral kaybinin yiiksek diizeyde oldugu gozlenmistir. Patateslerin kaynatma, firinlama ve
kizartma sonrasit mineral igerikleri belirlenmistir. S6z konusu mineral kaybinin patatesin
yagda kizartma isleminde en az, kaynatma isleminde ise en fazla oldugu saptanmistir.
Kabuklu firinlanmis patateslerde potasyum, fosfor ve magnezyum igerikleri 100 g patateste
strastyla 550 mg, 71 mg ve 30 mg iken, kaynatma bu mineralleri sirasiyla 379 mg, 44 mg

ve 22 mg’a diistirdiigii belirlenmistir [81].

Patates, basta C vitamini, niasin ve tiamin olmak tizere ¢ok c¢esitli vitaminler igerir. Isiya
duyarliliklar1 nedeniyle pisirme, kullanilan yonteme gore 6nemli bir vitamin kaybina neden
olur. Suda veya yagda pisirme, hidrofilik veya lipofilik vitaminlerin ¢6zeltiye gecisi

nedeniyle ciddi vitamin kaybina neden oldugu saptanmustir [82].

Patatesler, igerdigi diisiik protein miktarma ragmen bu proteinlerin biyolojik degeri
oldukga yuksektir [83]. Ek olarak, patates proteini, diger bitki kaynakli proteinlere kiyasla
daha yiiksek bir esansiyel amino asit icerigi ile karakterize edilir. Patates, genellikle sebze
ve tahil kaynaklarinda eksik olan en 6nemli esansiyel amino asit olan lisinin en iyi bitkisel
kaynag1 olarak kabul edilir. Genel olarak, pismis patateslerdeki protein igerigi, suyun
buharlasmasindan sonra kuru madde igerigindeki artis nedeniyle herhangi bir kayip

yasanmadig1 gibi arttif1 saptanmistir. Pisirmenin patates proteinlerini denatiire ettigi igin
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proteinlerinin sindirimini kolaylastirdig1 gibi ayn1 zamanda alerjik reaksiyonlar gibi bazi

olumsuz durumlart 6nledigi belirlenmistir [80].

Ozellikle kabuklu patatesler, seliiloz, hemiseliiloz, pektin, zamklar, musilajlar ve lignin
gibi lifli yapilar igerirler. Enzimatik sindirime direncli bitki materyalinin bir pargasi olan
bu yapilar, saglikli diyetlerin vazgecilmez bilesenleridir [84]. Patates, tam tahilli misir
unundan daha az ancak beyaz piringten ve tam bugday tahilindan daha fazla lifli yapi
igerdigi bulunmustur. Pisirme isleminin, patatesin lif igerigini artirdig1 saptanmistir. Evde
pisirme sonrasinda diyet lifindeki artis, polisakkaritler ve protein gibi gidadaki diger
bilesikler arasindaki komplekslerin olugsmasinin en 6nemli neden olarak sunulmaktadir.
Ayrica pismis patateslerde direngli nisasta olusumunun arttigi bu olaymn diger bir nedeni

say1lmaktadir [85].

Patates, karbohidrat, mineral ve vitamin saglamanin yani sira, saglikli yasam i¢in gerekli
bir¢ok bitkisel maddeler icerir. Fitokimyasallarda denen bu bilesikler, meyveler, sebzeler,
tahillar ve diger bitkisel gidalarda bulunan biyoaktif, besleyici olmayan bitki bilesikleridir.
Genel olarak karotenoidler, fenolikler, alkaloidler ve organosiilfiir bilesikleri olarak
siiflandirilir [86]. Fitokimyasallarin alimi ile kronik hastaliklar arasinda negatif bir iliski
oldugunu ortaya koyan ¢ok sayida ¢alismaya rastlamak miimkiindiir [87]. Glinlik yuksek
tiketimi nedeniyle patates, tim sebzeler icerisinde diyete toplam fenolik igerigin katkisi
yaklasik % 25 oldugu tahmin edilmektedir. Patateslerdeki fitokimyasallarin icerigi, farkl
pisirme yontemlerinde degiserek farkli antioksidan ozelliklere yol acar. Bu nedenle,
antioksidan potansiyeli en yiiksek diizeyde tutabilen en iyi pisirme yontemlerini belirlemek
onemlidir [86].

Pismis patateslerdeki toplam fenolik icerigin, kullanilan pisirme yontemine bagli olarak
korunabilecegini ve hatta artirilabilecegini ortaya koyan c¢alisma vardir. Kaynatma,
buharda pisirme ve mikrodalgada pisirme sonrasi toplam fenolik igerigi karsilagtirmis ve

fenolik igerigin sirasiyla % 81,4, % 22,8 ve % 80,81 oldugu bulunmustur [88].

Patates sadece yemeklik olarak degil ayni1 zamanda endiistriyel nisasta, ilac, tekstil ve kagit
sanayisinde tutkal olmak iizere ¢esitli alanlarda da kullanilmaktadir [75]. Insan tiiketiminde
iyi bir tercih sebebi olan patatesin ¢esitli alanlarda kullaniminin artmasiyla birlikte tiikketimi

de ayn1 oranda artis gostermektedir [78]. Patates bitkisinin ylksek verimi tiiketim talebinin
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fazla olmasina ve bu sebeple patates yetistiriciliginin 6n plana ¢ikmasina sebep olmaktadir.

Patatesin verim ve kaliteyi etkileyen bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir [89].

Aragtirmamizda iilkemizin farkli yerlerinden temin edilen farkli cesitlerdeki patateslerde
bulunan polifenol oksidaz enziminin katalitik glicli ve termal denatiirasyonu arastirilmistir.
Enzim kaynagi olarak iilkemizde tescillenmis Bamba, Melody, Medeleine, Agria ve

Marabel patates gesitleri kullanilmustir.
Bamba, sar1 renkte ve oval goriinlimdedir. Kizartmalik ve yemeklik olarak kullanilan
bamba patatesin besin degeri yliksek olmakla beraber oldukca lezzetlidir. Ekildiginde ¢ok

gec olgunlasan Bamba, iilkemizde pazarlama alani genis olan bir patates ¢esididir

(Tablol1.1 ve Sekil 1.4).

Sekil 1.4: Bamba patates ¢esidi [90].

Tablo 1.1: Bamba’ya ait dzellikler [90].

Olgunlagma Sureci Geg
Yumru Sekli Oval
Verimi Cok iyi
Kuru Madde Orta
Pazar Kalitesi Cips Uretimine uygun, sanayilik
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Melody, Hollandal1 yetistiriciler tarafindan gelistirilmistir. Melody patatesin olgunlagma
stiresi 100-120 giindiir. Agik sari, yassi ve iri 6zelliklerine sahip olan melody ayni1 zamanda
yuksek adaptasyon 6zelligi gostermektedir. Zor sartlar da yetismesine karsin hastaliklara
karst direnci yiiksektir. Endistriyel alanda Melody patates ¢esidi, farkli yemeklerin
pisirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo1.2 ve Sekil 1.5).

Sekil 1.5: Melody patates ¢esidi [90].

Tablo 1.2: Melody’e ait 6zellikler [90].

Olgunlasma Sureci Geg
Yumru Sekli Oval
Verimi Cok iyi
Kuru Madde Orta
Pazar Kalitesi Yemeklik

Medeleine, acik sar1 kabuklu ve et renginde yemeklik patates ¢esididir. Yumrulari uzun
oval ve homojen boyuttadir. Medeleine patates ¢esidi yumru sayisi ve verimi yliksektir.
Tlm toprak cesitlerinde yetisebilir ve tiim iklim tiplerine uyum saglar (Tablo1.3 ve Sekil
1.6).

13



Sekil 1.6: Medeleine patates ¢esidi [90].

Tablo 1.3: Medeleine’ye ait 6zellikler [90].

Olgunlasma Sureci Erkenci
Yumru Sekli Oval
Verimi Iyi
Kuru Madde Orta
Pazar Kalitesi Yemeklik

Agria, oval yumru seklinde, kuru madde igerigi yiiksek bir patates ¢esididir. Daha ¢ok cips
sanayisi olmakla birlikte yemeklik olarak da kullanimi mevcuttur. Kizartmalik i¢in de
olduk¢a uygun bir patates ¢esididir. Agria uzun slreli depolamada kalitesini korumaktadir
(Tablo1.4 ve Sekil 1.7).

Sekil 1.7: Agria patates ¢esidi [90].
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Tablo 1.4: Agria’ya ait 6zellikler [90].

Olgunlagsma Sureci Orta erkenci
Yumru Sekli Buyuk
Verimi Cok iyi
Kuru Madde Orta
Pazar Kalitesi Cips Uretimine uygun.

Marabel, kabuklar1 sar1 ve oval renkte, erkenci yemeklik patatestir ve pisme kalitesi
oldukg¢a yiiksektir. Tadi oldukca lezzetlidir. Marabel tohumu, makineli hasada ve 0On

paketlemeye uygundur. Ayni zamanda iyi derecede depolama 6zelligine sahiptir (Tablol1.5

ve Sekil 1.8).

Sekil 1.8: Marabel patates ¢esidi [90].

Tablo 1.5: Marabel’e ait 6zellikler [90].

Olgunlasma Sureci Erkenci
Yumru Sekli Oval
Verimi Yuksek
Kuru Madde Orta
Pazar Kalitesi Yemeklik
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullanilan Maddeler

Bu caligmada kullanilan patates cesitleri, Afyon, Balikesir, Erzurum, Konya ve Nevsehir

illerinden yerel marketlerden temin edilmistir.

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler;

Polietilen glikol (PEG),

e Sepharose-4B,

e Siyonejen bromir (CNBr), o
e p-amino benzoik asit (C7H7NO>), o
e L-tirozin, .
e Standart serum albumin, .
e Amonyum persilfat((NH4)2S20s), o
e SDS (sodyum dodesil slfat), o

e Bromtimol mavisi,

e Bisakrilamid,

e N,N,N,N’ tetrametil etilendiamin (TEMED).

Trihidroksi metilamino metan (Tris),
Sodyum hidroksit (NaOH),
Coomassie brillant blue G-250,
Hidroklorik asit (HCI),

Etil alkol (C2HsOH),

Sodyum klorur (NaCl),

Katekol,
Akrilamid,

Yukarida belirtilen tiim kimyasal maddeler Merck ve Sigma’dan satin alinmistir.

2.1.2 Kullamlan Ekipmanlar

e Sogutmal

santrifuj

e pH metre

o UV-

Spektrofotometre

e Manyetik

karistirica

e Calkalayici

Hettichzentrifugen

Orion- model 920A

Biotek UV-Visible

Spectrophotometer

IKA Combimag RCO

Clifton
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e \orteks

e Peristaltik

Pompa

e Otomatik
pipetler

e Derin

dondurucu

e Etlv

Fisons Whirli Mixer

Pharmacia Fine

Chemicals

Eppendorf, Brand

Beko buzdolabi

Elektromag



e Kronometre : Hanhard, Elektronisch e Elektroforez : Hoefer, HIS

Digital Stoppuhr tanki
e Terazi . Libror, AEG-220 e Homojenize : Felix ev tipi blender
(Shimadzu) Edici
e Kromatografi . Pharmacia Fine
Kolonu Chemicals

2.1.3 Calismada Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi
1 M NaOH cozeltisi: NaOH” dan 40 g tartildi. Saf su ile ¢ozdurildu ve ¢ozelti saf su ile

istenilen hacime tamamlandi.

1 M HCI ¢0zeltisi: Derisik HCI’ den 8.35 mL alinip 80 mL saf su Uzerine ilave edilerek

¢ozeltinin son hacmi 100 mL’ ye tamamlandi.

Ekstraksiyon Tamponu: 43.5 M (0.25 mol) g K2HPO4, 2.5 g polietilen glikol (PEG) 400
mL behere alinarak manyetik karistiricida saf su yardimiyla ¢ozdiiriildi. Cozelti pH 7.3’e

ayarlandi. Son hacim saf su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

Afinite jeline ait dengelenme ve yikanma tamponu: 0.05 M sodyumfosfat tamponu,
pH: 5.00; 7.1 g (0.05 mol) Na2HPO4 tartilarak behere alindi ve 950 mL destile suda gozelti
haline getirilerek pH’ s1 5.00’a pH metre yardimiyla ayarlanarak son hacim destile su ile 1

L’ ye tamamlanda.

PPO’larin elisyonu igin kullamlan ¢6zelti: 0.05 M Na,HPO4 / 1 M NaCl tamponu, pH:
8.00; 10.65 g (0.075 mol) Na;HPO4 ve 87.75 g (1.5 mol) NaClI tartildi. 500 mL saf su
yardimiyla ¢ozdiiriilerek pH’s1 8.00’a getirildi. Cozelti hacmi saf su ile 1500 mL’ye

tamamlandi.
Afinite jeline ait aktivite tamponu: 0.1 M fosfat tamponu, pH: 6.80; 14.2 g Na2HPOa4

tartild1 ve 470 mL destile suda ¢ozuldi. Cozeltinin pH’s1 6.80’e ayarlanarak hacmi destile

suile 1 L’ ye tamamlandi.
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Substrat olarak kullamilan katekol ¢Ozeltisi: 0.5 M katekol 0.55 g hassas terazide
tartilarak bir miktar saf su igerisinde ¢oOzdiiriilerek son hacim saf su ile 50 mL’ye

tamamlandi.

Coomassie brillant blue ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 100 mL % 95°lik etanol de, 200 mg
boya cozulerek, % 95°1ik fosforik asit ilavesinden (200 mL) sonra ¢6zeltinin hacmi destile

su ile 2 litreye tamamlandi.

Standart olarak albumin ¢ozeltisi (BSA): 100 mg albumin proteini (BSA) 100 mL’de
destile su icerisinde ¢ozulerek hazirland:.

Elektroforezde kullanilan numune tamponu miktarlari:

e 0,5M Tris-HCI (pH 6.8) 5mL
e SDS (% 10’1uk) 8.0 mL
e Gliserol 4.0 mL
e [(-merkapto etanol 2.0 mL
e Bromfenol mavisi 0.02 g
e Safsu 1mL

Elektroforezde ylrttme igin kullanilan tampon miktarlari:

e Tris-HCI 6.09
e Glisin 28.8 g
e SDS 2.0g

e Hacim saf su ile 1 Lt’ye tamamlanr.

Elektroforezde kullanilan ortamin hazirlanmasi:
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi igin kullanilan ayirma-yigma jelleri igin pipetlenmesi

gereken maddeler Tablo 2.1’de 6zetlenmistir [91].
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Tablo 2.1: Elektroforezde kullanilan jellerin sentezi icin gerekli maddeler ve miktarlari.

Ayirma Jeli Yigma Jeli
Bilesenler (% 10) (% 3)
Akrilamid/Bis (% 30) 33.3mL 5.2 L
Destile Su 40.2 mL 24.4mL
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 25 mL -
1.5 M Tris-HCI (pH 6.8) - 10 mL
SDS (% 10’1uk) 1mL 400 pL
TEMED 50 pL 40 pL
Amonyum persulfat
1500 pL 800 L

(% 10°luk)

Elektroforezde kullanilan boya stispansiyonu:
1.32 g boya reaktifi tartildiktan sonra 240 mL metanol de ¢dzdurilerek, 48 mL asetik asit

ile beraber 240 mL destile su edilerek karisim hazirlandi.

Elektroforezde kullamlan yikama karisimi:

Elektroforez sonucun da protein bantlarin1 gérintilemek icin kullanilan yikama ¢ozeltisi,
% 7.5 CH3COOH, % 5 CH3OH ve % 87.5 mL saf su icermektedir. Behere 100 mL CH30OH
(metanol) ve 150 mL CH3COOH (asetik asit), 1750 mL saf su ilave edilerek karigtirildi.

2.2 Kullanilan Yontemler

2.2.1 PPO Enziminin Saflastirilmasi

2.2.1.1 Ham Ekstraktin Elde Edilmesi

Ham ekstrakti hazirlamak amaciyla her bir patates numunesinden 25 g tartildi ve 50’°ser
mL 0.5 M pH: 7.30 (% 0.5 PEG) sodyumfosfat tamponu igerisine alinarak pargalayici
yardimiyla yaklasik 3 dakika boyunca ekstrakte edildi. Elde edilen homojenat, tlilbent bezi
ile siiziildii ve +4°C’de 15000 rpm’ de 45 dakika boyunca santrifiije konuldu. Santrif(j
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sonrast ¢okmiis olan basta bitki duvarlari olmak iizere diger yapilardan slpernatant

alinarak bundan sonraki saflastirma basamaklari i¢in kullanildi [91].

2.2.1.2 Tuzla Coktiirme Islemi
% 0-80 doygunlukta yapilan ¢oktiirme prosesi esnasinda kullanilacak olan kati amonyum

stlfatin kullanim miktarlarini belirlemek i¢in 2.1°de verilen formiil kullanildu.

1.77XVX(Sz— Sl)
T =
® v s0; 3.54-S;

(2.1)

V:Cozeltinin hacmi
Si:Baglangi¢ durumundaki doygunluk
Sz2:Arzu edilen doygunluk

Yapilan hesaplamalarin ardindan tuz, ¢zeltiye manyetik karistirici da buz banyosu ile azar
azar amonyum siilfat yavasea ilave edilerek % 80 doygunluga getirildi. Bu islemden sonra
elde edilen stispansiyon 15000 rpm’de 45 dakika boyunca +4°C’de santrifiijlendi. Santrifii
sonrasi elde edilen ekstraktin tizerindeki siipernatant alinip altta kalan ¢okelek kismi 0.05

M sodyumfosfat tamponunda (pH: 6.3) ¢6zuldi [91].

2.2.1.3 PPO'nun Saflastirilmasi

Polifenol oksidaz enzimini saflastirmak icin afinite teknigi kullanilmistir. Bu amagcla daha
Oonce c¢alisma grubumuzca [91], [92] sentezlenen “Sepharose-4B-L-tirozin-p-amino
benzoik asit” ilgili jel ile her bir kaynaktan PPO enzimleri saflastirilmistir [92]. S6z
konusu jelde matriks olarak iyi akis 6zelligine sahip ve kismen stabil Sepharose-4B
kullanilmigtir. Enzimin kompetetif inhibitérii olan p-amino benzoik asit bilesigi ligant
olarak secilmistir. Enzim ligant etkilesmesini arzu edilir diizeye getirmek igin L-tirozin

uzanti kolu olarak tercih edilmistir [91-93].

2.2.1.4 PPO'nun Afinite Kolonuna Uygulanmasi1 ve Adsorbe Olmus PPO'nun
ElGsyonu
Calismada kullanilan s6z konusu jel, uygun Olcilerde afinite kolonuna paketlendi.

Dengeleme 5 mM sodyumfosfat tamponu (pH: 5.0) kullamlarak yapildi. Isleminin
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kontrolu, kolona tatbik edilen dengeleme tamponu ve kolondan alinan tamponun absorbans
degerleri olgiilerek gergeklestirildi. Bu islemden sonra enzim ¢0zeltisi kolona tatbik
edilerek, spesifik olmayan proteinleri ayirmak i¢in ayni1 tampon ile yikama islemi yapildi.
Son olarak liganta spesifik olarak baglanmis enzimin elisyonu, 0.05 M pH:7 tamponu
kullanilarak 2 mL fraksiyonlar seklinde toplandi. Her bir fraksiyonda 280 nm’de protein
tayini yapildi. Protein iceren fraksiyonlarda ise aktivite tayini yapilarak elde edilen
sonuglar grafik halinde gosterildi. Ayrica saflastirma derecesini hesaplamak amaciyla
Coomassie blue yontemi kullanilarak elde edilen elliatlar da kantitatif protein tayini

yapild.

2.2.2 Protein Olgumi

2.2.2.1 Kalitatif Protein Olguimi

Bu tayin, proteinlerde bulunan triptofan ve tirozin rezidilerinin spektrofotometrede 280
nm'de absorbansina dayanmaktadir. Bu yontem ayni zamanda Warburg metodu olarak da
bilinmektedir. Kalitatif protein tayini, afinite kromatografisi sonrasinda esit hacimde elde
edilen biitiin eliatlarin kuvartz kiivetlere alinarak absorbanslarinin spektrofotometrede 280

nm’de kore kars1 olgiilmesi ile yapildi [91].

2.2.2.2 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Miktarinin Belirlenmesi

Ham ekstraktta ve afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki
protein miktar1 Bradford metoduna gore yapilmistir. Bu amacla yapilan metotta kullanilan
boya proteine 2 dakika gibi kisa bir siirede baglanir ve kararli bir yap1 olusur. YOntemin
hassasiyeti 1-100 pg arasindadir [91].

Img/mL BSA (s1gir serum albumin) igeren stok ¢ozeltiden 10-100 pL alinip son hacimler
100 uL'ye tamamlandi ve 5 mL boya ¢ozeltisi tiiplere aktarilarak vortekslendi. 10 dakika
sonucunda 595 nm'de kore kars1 absorbans degerleri 6lgtildii. KOr olarak ilgili boya reaktifi
kullanild1. Her bir 6l¢iim en az 2 kez yapilarak ortalamalar1 alinmustir. Olgiilen absorbans
ve karsilik gelen protein konsantrasyonlar: grafik halinde sunulmustur. S6z konusu grafik

tim protein 6lctimleri icin standart olarak kullanilmustir.
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Sekil 2.1: Tlgili boya- protein kompleksleri.

2.2.3 SDS-PAGE ile Enzimin Safhigimin Kontrolu

Patates yumrularindan saflastirilan enzimlerin elektroforez islemi ayirma jeli % 10, yigma
jeli % 3 oranlarinda olacak sekilde farkli akrilamid konsantrasyonlarin da yapilmistir.
Oncelikli olarak elektroforezde kullamlacak olan cam plakalar saf su ile yikanarak,
ardindan etil alkol kullanilarak temizlendi. Daha sonra iyice temizlenen cam yizeyler
elektroforez cihazina sabitlendikten sonra ayirma jeli camlar arasinda istten bir miktar
bosluk kalacak sekilde dikkat edilerek jel mikropipet yardimi ile tatbik edildi. Daha
duzgin bir jel ylzeyi elde etmek icin n-bitanol ile ince bir tabaka olusturularak,
polimerizasyon agamasina gecildi. Polimerizasyon islemi sonucunda n-bltanol ortamdan
uzaklastirildi. Ayirma jelinden (% 10) sonra % 3'lik yigma jeli eklenerek dikkatli bir
sekilde tarak yerlestirildi. Daha sonra yigma jelinin polimerlesmesi igin belirli bir stre
beklendi ve ardindan tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak olusan kuyular saf su ve ardindan
tank tamponuyla yikandi. Tiim polimerlesme islemi tamamlandiktan sonra elektroforez

tankina uygun sekilde yiritme tamponu ilave edildi [91].

Saflagtirilan proteinler ve standart olarak kullanilan proteinler 1:1 oraninda numune
tamponuyla karistirildi. 3 dakika boyunca kaynatilan numunelerin sogumasi beklendi.
Soguyan numuneler dikkatli bir sekilde jele yuklendi ve elektroforez voltaji ayarlandi.
Akimla beraber baslayan yiiriitme islemi mavi bant jelin mesafesi azalana kadar devam
ettirildi. Islem sonunda akim kesilerek yiiriime islemi sonlandirildi. Ardindan protein

bantlarini iceren jel dikkatli bir sekilde camlardan alinarak renklendirme ¢ozeltisi igine
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konuldu. Yaklasik olarak 2 saat calkalayict da bekletildi. Ardindan renksizlestirme

cozeltisine alinan jelin son halinin fotografi ¢ekildi.

Sekil 2.2: PPO enzimlerinin safliginin kontrolii i¢in uygulanan elektroforez islemi.

2.2.4 Termal Denatiirasyon

Bircok enzim gibi polifenol oksidaz enzimleri de protein yapisindadir. S6z konusu 3
boyutlu yapilar sicakligin yiikselmesi ile denatiirasyona ugrarlar. Bunun sonucu olarak
aktivite de biiyiik kayiplar gerceklesir. Bu nedenle enzimlerin aktivitesinin kontroliinde

termal denatiirasyon 6nemli bir igslemdir [94].

Bu galismada kullanilan bes patates g¢esidi igerisinden aktivitesi yuksek olan 3 patates
cesidine termal denatiirasyon yapildi. Termal denatiirasyon da 45°C, 65°C ve 85°C
sicakliklarda 10 dakika araliklarla patates cesitlerinde bulunan enzim denatiire edildi ve
denatiirasyon sonrasi her bir numunenin aktivitesi spektrofotometre yardimi ile miimkiin

olan en kisa siirede hizlica 6l¢iildii.
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2.2.5 PPO Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

PPO enziminin aktivitesi, aktivite tamponu, substrat (10-1 M katekol) ve enzim,
cozeltilerinden sirasiyla 40, 880 ve 80 uL alinarak elde edilen reaksiyon karigiminin 420
nm'de 1 dakikada kore kars1 okunan absorbans degisikliginin 6l¢iilmesiyle belirlendi. 1 EU
(Enzim Unitesi) 1 dakika sonundaki 0.001 artis olarak tanimlanip, aktivite birimi olarak
absorbansin 1 dakikada 1 mL enzim ¢ozeltisinde meydana gelen 0.001 birimlik degisim
olarak kullanild1 [91].

2.2.6 Katekol Substrati i¢cin Kinetik Sabitlerin (Km ve Vmax) Tespit Edilmesi

Kinetik sabitlerin belirlenmesi i¢in uygun sartlar altinda, farkli derisimlerde katekol
substrat1 ile PPO enziminin aktivite tayinleri yapildi. Tiim substrat derisiminde 6lgtimler en
az 2 defa tekrarlanarak ortalamalar1 kaydedildi. 1/V ve 1/[S] degerleri ile ¢izilen Linewear-
Burk grafiklerinden (Sekil 3.8-12)  elde edilen denklemler yardimiyla Km Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Vmax/Km orani her bir patates ¢esidi icin belirlendi ve grafiksel olarak
belirtildi (Sekil 3.13).
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3. BULGULAR

3.1 PPO Enziminin Saflastirilma islemi

Afinite kromatografisinde kullanilan Sepharose 4-B-L-tirozin-p-amino benzoik asit
kimyasal yapisina sahip jel, kolona paketlenerek 5 mM fosfat tamponu (pH 5.0)
kullanilarak dengeleme islemi gerceklestirildi. Bu isleminin ardindan farkli patates
cesitlerinden elde edilen enzim c¢ozeltileri ayri ayri kolona tatbik edildi. Nonspesifik
bilesikleri uzaklastirmak i¢in NaHPOs (pH 5.0) tamponu ile yikama islemi
gerceklestirildi. Bu asamadan sonra ellisyon tamponu olarak 5 mM fosfat tamponu 1 M
sodyum klortr (pH 7.0) ¢6zeltisi kullanilarak, 2 mL olacak sekilde fraksiyonlar alinmistir.
Her bir tlpte 280 nm'de protein tayini yapilmistir. Protein ig¢eren tiim tiiplerde PPO'larin
aktivite tayini yapilarak aktivite gosteren tiipler birlestirilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil

3.1-5’te grafik seklinde verilmistir.
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60 Protein
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Sekil 3.1: aaPPQO’ya ait saflagtirma grafigi.

25



120 - - 1,6
—— Aktivite
- 1.4
100 - —#—Protein
- 1,2
80 T
- B
= (=]
3 60 0 8
H 60 0,8 <
@
= - 06 %5
_.g 40 A a
= |
z 0.4
2 9g -
- 0,2
0 T T T T T 0
a z . f 8 10 12
Tiip No
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Sekil 3.3: mePPO’ya ait saflagtirma grafigi.
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Sekil 3.5: myPPO’ya ait saflastirma grafigi.
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Tablo 3.1: baPPO icin saflastirma derecesi tablosu.

CoOzelti Enzim  Toplam Toplam Spesifik
Saflastirma . R . Protein . Aktivite Saflastirma Saflastirma
: . Hacmi  Unitesi  Enzim Protein A .
Islemi (ML) (U/mLdak) Unitesi (mg/mL) (mg) (U/mg Verimi (%) Derecesi
protein)
Tuzla
Coktiirme 38 250 9500 0.003 0.114 83333.3 - -
Afinite
Teknigi ile 2 3600 7200 0.0059 0.0118 610169 75.79 7.32
Saflastirma
Tablo 3.2: mePPO i¢in saflastirma derecesi tablosu.
e : Spesifik
Saflastirma (;ozelt_l !-En.ZIm. Topl_a M brotein TOpIa.m Aktivite Saflastirma Saflastirma
Islemi Hacmi  Unitesi Enzim (mg/mL) Protein (U/mg Verimi (%) Derecesi
§ (mL) (U/mLdak) Unitesi ‘M9 (mg) 9 o
protein)
QOT(‘:SL%G 500 20000 0.0081 0.324 61728.4 i .
Afinite
Teknigi ile 2 5200 10400 0.0037 0.0074 1405405 52.00 22.76
Saflasgtirma
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Tablo 3.3: myPPO igin saflastirma derecesi tablosu.

CoOzelti Enzim  Toplam Toplam Spe§ifik
Saflastirma . - . Protein . Aktivite Saflastirma Saflastirma
Islemi Hacmi - Unitesi Enzim (mg/mL) Protein (U/mg Verimi (%) Derecesi
d (mL) (U/mLdak) Unitesi ‘"9 (mg) g o
protein)
COT(‘:SL%E 35 2250 78750 0.0433 15155 51963 i i
Afinite
Teknigi ile 2 5677.5 11355 0.0022 0.0044 2580682 14.42 49.66
Saflagtirma

3.2 Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullanilan Standart Egri
Saflastirma derecelerini belirlemek amaciyla ham ekstrakt ve saflastirilmis polifenol
oksidaz enzim numunelerinde protein tayini icin Bradford metodu kullanilmistir. Bunun

icin kullanilan standart egri sekil 3.6’da gosterilmistir.

14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

y = 28.082x + 0.7458
R2=0.9383

Absorbans

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

mg/mL Albumin Proteini

Sekil 3.6: Kantitatif protein analizi icin gerekli grafik.
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3.3 Saflastirilan Polifenol Oksidaz Enzimlerinin Elektroforezi
Afinite kromatografisi sonucu saflastirilan enzim c¢ozeltilerinin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi bolim 2 de agiklandigi sekilde gerceklestirilmistir. Elektroforez sonucu

cekilen fotograf sekil 3.7°de gosterilmistir.

Agria Medeleine  Bamba Marabel Melody

Sekil 3.7: Patates yumrularindan saflastirilan PPO enzimleri i¢in SDS poliakrilamid jel elektroforezi.

3.4 Polifenol Oksidaz Enzimlerinin Kinetik Sabitlerinin Saptanmasi

Farkli patates cesitlerinden elde edilen PPO'larin katekol substratina karsi Ky Ve Vmax
degerlerinin belirlemek amaci ile farkli substrat konsantrasyonlarin da enzim aktivitesi
dlgiimleri 420 nm’de gerceklestirilmistir. Olgiimler en az iki defa tekrarlanarak sonuglarmn
ortalamasi alinmistir. Her bir patates ¢esidinden elde edilen enzimler icin hesaplanan 1/V
ve 1/[S] degerlerinin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.8-12). Bahsedilen
grafiklerden elde edilen Kv ve Vmax degerleri Tablo 3.4’de verilmistir. Ayrica her bir
patates ¢esidi PPO'lart ig¢in bulunan Vmax/Km oranlari Sekil 3.13’te grafik olarak
sunulmustur [91].
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y = 0.00000064x + 0.00077496 0.0012 +
R? =0.99696807
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Sekil 3.8: Katekol substrati kullanilarak aaPPO'nun kinetik sabitlerinin saptandig grafik.

y = 0.00000063x + 0.00028244  0.0005 -

R*=0.99742796
0.0004 -

200 400

Sekil 3.9: Katekol substrati kullanilarak baPPO'nun kinetik sabitlerinin saptandig: grafik.
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y =0.00000077x + 0.00015458
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Sekil 3.10: Katekol substrati kullanilarak mIPPO'nun kinetik sabitlerinin saptandigi grafik.

y = 0.00000051x +0.00022330 00004 -
R? = 0.99846349 0.00035 -
0.0003 -
- 0.00025 -

S~

0 200 400

Sekil 3.11: Katekol substrat1 kullanilarak mePPO'nun kinetik sabitlerinin saptandig1 grafik.
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Sekil 3.12: Katekol substrat1 kullanilarak myPPO'nun kinetik sabitlerinin saptandigi grafik.

Tablo 3.4: Patates PPO enzimleri i¢in katekol substrati kullanilarak hesaplanan Kinetik sabitler.

Patates Cesidi Substrat Kwm(mM) Vmax (U/mLdak) Vmax/Km

aaPPO Katekol 0.826 1291 1562
baPPO Katekol 2.234 3546 1587
mIPPO Katekol 4.981 6469 1298
mePPO Katekol 2.281 4472 1960
myPPO Katekol 6.424 3381 526
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Sekil 3.13: Farkli patates ¢esitlerinden elde edilen PPO'lar i¢in hesaplanan Ky Ve Vmax oranlari.

3.5 Farkh Patates Cesitlerinden Elde Edilen PPO'larin Termal Denatlirasyonu

Arastirmada kullanilan ve yiiksek aktivite gosteren patates gesitlerinden elde edilen
enzimler (baPPO, mePPO ve myPPO), 45°C, 65°C ve 85°C'de farkli zamanlarda 1sil
islemlere tabi tutularak termal denatirasyon surecleri gerceklestirildi. Calismalar sonucu

elde edilen veriler Sekil 3.14 -19'da grafikler seklinde sunulmustur.

120 -
100 ——45
=65
80
——85
[}
:‘é 60
e
< 40
20
0 !
30 70
_20 J
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Sekil 3.14: baPPO igin farkli sicakliklardaki termal denatiirasyonu.
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Sekil 3.15: mePPO i¢in farkli sicakliklardaki termal denatiirasyonu.
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Sekil 3.16: myPPO igin farkli sicakliklardaki termal denatiirasyonu.
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Sekil 3.17: baPPO, mePPO ve myPPO icin 45°C'de termal denatlrasyonu.

120

100 ~—Bamba

—A— Medeline

80 —&o— Melody

60

% Aktivite

40

20

0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dk)

Sekil 3.18: baPPO, mePPO ve myPPO icin 65°C'de termal denatlrasyonu.
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Sekil 3.19: baPPO, mePPO ve myPPO icin 85°C'de termal denatlrasyonu.
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4. TARTISMA VE SONUC

2020 wverilerine gore yillik 374 milyon tonluk iiretimiyle patates, diinyanin en onemli
iciincli mahsulii arasindaki yerini korumaktadir. Giris bolimiinde de belirtildigi gibi
patates yumrulari, nisasta, proteinler, askorbik asit, karbohidratlar, mineraller, vitaminler
ve lif icerigi ile saglikli bir besin maddesi olarak 6ne ¢ikmaktadir [1-4]. Ayrica patates
proteinlerinin kalitesinin de yiiksek, diger bir deyisle esansiyel amino asitlerce zengin
olmasi patates yumrularinin 6nemini artirmaktadir. Ancak bircok meyve ve sebze de
bulunan polifenol oksidaz enzimi, patates yumrularinda da bol miktarda bulunmaktadir. Bu
durum patates yumrularinin endiistride kullanimlar1 acisindan 6nemli sorunlart ortaya
¢ikarmaktadir. Uriiniin renginin bozulmasi, fenolik maddelerin azalmasi ve en dnemlisi
protein kalitesinin 6nemli 6l¢lide diismesi bu problemlerden sadece birkagidir. Bu nedenle
polifenol oksidaz enziminin katalitik guclinin saptanmasi ve aktivitesinin kontrol altina

alinmasi son derece dnemli bir konudur.

Arastirmamizda bu amacla iilkemizde ve diinyada Onemli patates cesitlerinden Agria,
Bamba, Marabel, Medeleine ve Melody'den PPO enzimleri elde edilerek kinetik sabitleri
saptanmis ve termal denatiirasyon islemleri gerceklestirilmistir. Polifenol oksidaz
enziminin istenmeyen reaksiyonlari disinda cesitli endiistrilerde olusan atik sulardan
fenollerin uzaklastirilmast ve ekmek, kuru meyve, ¢ay, kakao, kanola kiispesi ve kahve
tretiminde kalitenin korunmasi gibi ¢esitli uygulama alanlar1 da vardir. Ayn1 zaman da
PPO'nun yiiksek substrat spesifikligi, ¢esitli biyosensor tasarimi i¢in de bu se¢kin enzimi
onemli hale getirmektedir. Tiim bunlarin disinda PPO'nun parkinson hastaligi, vitiligo,
kanser ve degisik enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi diisiincesi biiyiik heyecan
olusturmaktadir. Bu nedenle s6z konusu enzimin saflastirilmasi konusunda literatiirde

birgok ¢alismaya rastlamak miimkiindiir [95].

Bu amagla arastirmamizda 5 farkli patates ¢esidinden PPO enzimleri afinite kromatografisi
teknigi ile saflastirilmistir. Bu amagla Sepharose 4-B-L-tirosin-p-amino benzoik asit
formundaki afinite jeli kullanilmistir. Bu jel arastirma grubumuz tarafindan ilk defa
sentezlenmis ve birgok tiirden PPO enzimleri saflastiriimistir [91], [96], [97]. Bu ¢alismada
s6z konusu afinite jeli kullanilarak ilk defa patates PPO'larimin saflagtirilmasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen enzimlerin safligit SDS-PAGE elektroforez jeli ile kontrol

edilmistir. Farkli patates cesitlerinden PPO enzimlerinin saflagtirilmasi konusunda
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literatiirde ¢ok sayida calismaya rastlamak miimkiindiir. Saflastirmalar, genel olarak jel
filtrasyon ve iyon degisim teknikleri seklinde birden fazla basamaklarda
gergeklestirilmistir. Bu tekniklerin uygulanmasinin nispeten kolay olmasina ragmen
tarafimizdan ayni amag ic¢in kullanilan afinite teknigine goére reziliisyonun daha diisiik
olmasi calismamizin 6nemini artirmaktadir. Ornegin, Rasmussen ve arkadaslar1 [95]
patatesten PPO enzimini jel filtrasyon kromatografisi de dahil olmak {izere 4 farkli
asamada saflastirma islemini gerceklestirmistir. Bilindigi gibi saflagtirma basamaklarinin
sayisinin artmasi saflagtirma derecesini artirabilir. Ancak bu islemler, maliyeti arttirdigi
gibi saflagtirma verimini de onemli Glglide disiiriir. Tarafimizdan sadece tek basamakta

PPO enzimlerinin saflastirilmasinin bu agidan 6nemli bir basar1 oldugu diisiincesindeyiz

[96], [99-103].

Arastirmamizda aaPPO, baPPO, mePPO, mIPPO ve myPPO enzimlerinin katekol oksidaz
aktiviteleri saptandi. Ayrica Vmax Ve Km degerleri Linewear-Burk yontemi ile belirlenerek
katalitik gucleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar tablo 3.4°te 6zet olarak verilmistir. Bu
sonuglara gore aaPPO enziminin katekol substratina karsi afinitesinin diger enzimlere gore
¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. myPPO ise ilgili substrata karsi en diisiik afiniteye
sahip olmasiyla dikkat cekmektedir. Ancak mePPO enziminin katalitik glicinun diger tiim
tirlere gore yiiksek oldugu rahathikla goriilmektedir. Bu durum da Medeleine patates
cesidinde enzimatik kararmanin daha etkili olacag1 sdylenebilir. Ancak myPPO enziminin
katalitik glclnin tim tirlere gore ¢cok daha diisik oldugu gdzlenmistir. Dolayisiyla
calisilan tiirlerde enzimatik kararmanin en az oldugu patates c¢esidi myPPO oldugu
goriilmektedir. Bu durumun, endiistriyel kullanim i¢in patates yumrusu se¢imi konusunda
onemli bir tercih sebebi olacag: diisiincesindeyiz. Km Ve Vmax degerlerinin gerek substrat
gerekse enzim kaynagina gore biiylik oranda degistigi literatiirden anlasilmaktadir. Tath
patates PPO'su icin en diisiik aktivite, substrat olarak pirogallol ile elde edilmistir. PPO'nun
substrat afinitesi genellikle enzimin kaynagina bagli olarak degisir. Ornegin, Amasya elma
PPO [12], diger substratlara gore 4-metil katekol icin daha fazla afiniteye sahiptir. Daha
onceki bir calismada [16], substrat olarak katekol ile kokoyam yumrularinin PPO'sunun
Kwm degeri i¢in 40 mM bulmustur. Barthet ve Veronique [103], manihot esculenta c.'nin
PPO enziminin katekol ve katekin icin Km degerleri sirasiyla 28.1 mM ve 5.27 mM Km
degerlerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica substrat olarak 4-metil katekol ve

katekol kullanan Lourenco ve ark. [48] tatli patates PPO'su i¢in ayn1 substratlar1 kullanarak
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sirastyla 26.0 mM ve 96.0 mM'lik Kwv degerleri bulduklarini belirtmiglerdir. Bu sonuglar

calismamizda elde edilen sonuglarla belirli 6l¢iide uyum igerisindedir.

Enzimatik kararmanin 6nlenmesinde en etkili metodlardan birisi PPO enziminin termal
inaktivasyonudur. Bu nedenle ¢alismamizin bu boliimiinde katalitik giicl en yiksek, en
diisiik ve ortalama degere sahip olan sirastyla mePPO, myPPO ve baPPO enzimlerinin
termal inaktivasyon calismalari farkli zamanlarda 1sil islemler (45°C, 65°C ve 85°C)
uygulayarak arastirilmistir. Genel olarak c¢alisilan enzimlerin aktivitelerinin sicaklik
arttikga azaldigr goriilmiistiir. mePPO enziminin calisilan tim sicakliklarda 10 dakika
inklibasyon sonucunda yaklasik % 40'lik bir aktivite kayb1 gézlemlenmistir. 85°C' de ise
20 dakika inkiibasyondan sonra mePPO, aktivitesini tamamen kaybettiZi saptanmigtir.
Ayrica 65°C' de 50 dakikalik bir inkiibasyon sonucunda yaklasik % 80'lik bir aktivite kaybi

gbzlemlenmistir.

myPPO enziminin farkli sicakliklardaki 1sil islemlerinde mePPO'da oldugu gibi ilk 10
dakikada tiim sicakliklarda Oonemli bir aktivite kaybi gdzlemlenmistir. 20 dakikalik
inkiibasyon zamanindan sonrasi periyotlarda 45°C ve 65°C'ler de mePPO aktivitesinde
dalgali seyirler gozlemlenmistir. Ancak 85°C'de 20 dakikalik bir inkiibasyon sonucunda

enzimin tamamen inaktive oldugu saptanmigstir.

Calisilan patates ¢esitleri arasinda ortalama katalitik glice sahip baPPO'nun termal
denatiirasyon c¢alismalarinda diger enzimlerden farkli olarak ilk 10 dakikada daha fazla
aktivite kayb1 bulunmustur. Bu enzimin, mePPO ve myPPO'da oldugu gibi 85°C'de 20
dakikalik bir inkiibasyon sonucunda tamamen inaktive oldugu saptanmigtir. 65°C'de 60

dakikalik bir inkiibasyon sonucunda enzimin biiyiik 6l¢iide inaktive oldugu goriilmustiir.

PPO enziminin termal denatiirasyonu ile ilgili literatiirde ¢cok sayida calismaya rastlamak
miimkiindiir. Ornek olarak, tatlh patatesin PPO'sunun 1s1l islemleri sonucu 60°C'de 10
dakika sureyle aktivitesinin % 62'sini kaybettigi ve 70°C'de 10 dakika sonra neredeyse
tamamen inaktive oldugu saptanmistir [104]. Stauffer [104], denatlirasyonun enzimin
sekonder ve tersiyer yapisinin geri doniisiimsiiz bir sekilde bozuldugunu belirtmektedir.
Bircok turden elde edilen polifenol oksidaz enzimlerinin termal stabilitesinin oldukca

yiiksek oldugu bulunmustur. Genel olarak PPO'lar 70 ile 80°C'ler de tamamen inaktive
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oldugu belirtilmektedir. Bu c¢alismalar arastirmamizda elde edilen sonuclarla uyum
halindedir.

Aragtirmamizda elde edilen sonuglarin, endiistri i¢in uygun patates yumrularinin se¢imi ve
6nemli bir sorun olan enzimatik kararmanin Onlenmesi konusunda ©nemli katkilar

saglayacagi diistincesindeyiz.
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